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Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory disease of the central nervous system. The 
inflammatory process attacks the myelin sheaths around the axons of the brain and 
spinal cord. This results in a dysfunction of the neurons, causing a variety of neurologi-
cal complaints depending on the location of the damaged neurons. Muscle weakness 
and sensory loss are well recognizable symptoms of MS. However, visual dysfunction, 
depressive symptoms, fatigue and cognitive complaints are also very common.  
 The consensus is that the inflammation in MS is mainly T cell mediated. In particu-
lar, CD4 T cells are thought to be the key mediators of the disease. CD4+ T cells are 
central players of the adaptive immune system and recognize processed peptide anti-
gens, for instance derived from bacteria, which are presented via MHC class II by anti-
gen presenting cells. After this recognition, CD4 T cells can differentiate into subtypes. 
Each subtype produces prototypic inflammatory mediators, called cytokines, which are 
important in mediating the clearance of the pathogen. In MS it is thought that CD4+ T 
cells recognize self-antigens, instead of pathogen-associated antigens. This results in 
an inflammatory response directed to the own body and therefore MS is considered an 
autoimmune disease. Normally, an excessive inflammatory response of CD4 T cells is 
prevented by regulatory T cells (Treg). However, in MS these Treg were shown to be 
less functional. At present, it is not known which antigen causes the autoimmune re-
sponse, but myelin-associated antigens are putative candidates. Next to CD4 T cells, B 
cells gained attention in the disease pathogenesis of MS. B cells can play several roles 
in the pathogenesis. First, B cells are able to produce antibodies. In case these antibod-
ies are reactive with auto-antigens, for instance in the myelin sheath, they can further 
enhance damage and inflammation. However, B cells also elaborate other functions, 
like antigen presentation and cytokine production. More recently, a special subset of B 
cells has been discovered, i.e., regulatory B cells (Breg), which is thought to regulate 
and dampen immune responses. As is the case for Treg, also the effector function of 
Breg may be disturbed in MS. 
 Although much has been explored about the mechanisms involved in the disease 
process, the cause remains unknown. Theories on the aetiology include genetics and 
environmental factors. One of the environmental factors is vitamin D. Multiple studies 
show an association between a poor vitamin D status and increased disease incidence 
and disease activity or level of disability. In particular the immune modulatory function 
of vitamin D is thought to be key in this association. Previous work showed a correla-
tion between the function of Treg and vitamin D status in MS patients; a poor vitamin 
D status correlated with a worse function of Treg. These observations have led to trials 
in which MS patients are treated with vitamin D supplements, next to their regular 
treatment. Therefore, it is important to consolidate outcomes of interest to fully ex-
plore the effect of vitamin D supplements in MS. In this thesis we want to investigate 
1) if characteristics of the B cell compartment are also associated with vitamin D status 
in MS, and 2) if clinical disease parameters, other than relapse rate or level of disabil-
ity, are associated with vitamin D status in MS.  
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 In chapter 2, we review the role of vitamin D on the adaptive immune system. 
Experimental data in vitro and animal studies show that vitamin D plays an important 
role as a promoter of homeostasis of the adaptive immune system. The function of 
antigen presenting cells is altered, resulting in less T cell proliferation and a change in 
cytokine production in favour of anti-inflammatory cytokines. As already mentioned, in 
humans, the function of Treg was reported to correlate negatively with vitamin D sta-
tus. At least in vitro, B cell functions, like antibody and cytokine production were 
shown to be affected by vitamin D. In vivo, however, data about the effect of vitamin D 
on B cells is scarce. In addition, the role of vitamin D on natural killer (NK) T cells and 
NK cells is unclear. In mice, vitamin D seems to play a role in the development of NK T 
cells, and in humans the cytotoxic function of NK cells may be altered by vitamin D, 
depending on the assay used. We conclude that data supports the view that vitamin D 
is positively involved in maintaining or restoring immune homeostasis. However, it 
should be noticed that in vivo effects may differ from in vitro effects due to the cross-
talk between different vitamin D sensitive cells. 
 In chapter 3, we investigated in a cross-sectional study the effects of 12 weeks 
high-dose vitamin D3 supplementation on peripheral B cell differentiation, immuno-
globulin production and levels of BAFF in 15 patients with RRMS. Despite a significant 
increase in serum 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D), we found no significant shift in B 
cell differentiation, isotype and subclass distribution, or plasma BAFF levels. Although 
this study had some limitations such as inclusion number, we concluded that in pa-
tients with MS, supplementation of high doses vitamin D3 does not have substantial 
effects on the distribution of peripheral blood B cell subsets that are considered to 
reflect B cell differentiation.  
 Like T cells, also B cells differentially produce effector cytokines. Memory B cells 
produce more pro-inflammatory cytokines, while naïve B cells produce more anti-
inflammatory cytokines. In addition, Breg are typically characterized by the production 
of IL-10. In chapter 4 we first explored peripheral blood B cell subsets, including Breg, 
in RRMS patients during remission and during active disease versus healthy controls. 
Since it is hypothesized that the naïve and memory Breg subsets have distinct roles in 
autoimmune diseases, we discriminated between these two Breg subsets. We found 
that RRMS patients have a decreased percentage of both memory B cells and Breg 
compared to healthy controls. During a relapse, the reduction in Breg involved in par-
ticular naïve Breg. 
 In chapter 4 we also explored the association between B cell subsets and vitamin 
D status. We found no correlation between vitamin D status and B cell subsets, includ-
ing Breg. This observation does not exclude an effect of vitamin D on B cell subsets, 
since it might be the function that is interfered with instead of relative numbers. 
In chapter 5 we switch towards clinical outcomes and we present a literature study 
about vitamin D and clinical outcomes. We review the evidence on the role of vitamin 
D in MS and whether vitamin D supplementation is effective for the management of 
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MS. Observational data suggest that higher vitamin D levels are associated with lower 
relapse risk and there is promising evidence on its effect on MRI measures, disability 
progression, mental health and fatigue. We conclude that there is currently insufficient 
randomized controlled trial evidence to recommend vitamin D supplementation with 
the aim to improve those outcomes. However, there is sufficient evidence to assess 
and correct vitamin D and calcium levels to optimize bone health in people with MS 
that are at high absolute risk of fracture. 
 To explore the effect of vitamin D on clinical outcomes more broadly, we started 
by exploring the correlation between vitamin D status and visual dysfunction in chap-
ter 6. Next to visual acuity, colour vision deficits, visual evoked potentials (VEP), retinal 
nerve fibre layer (RNFL) thickness was assessed using optical coherence tomography 
(OCT). A decline in RNFL thickness can also be considered as neurodegeneration. We 
found no correlation between functional visual outcome measures and vitamin D sta-
tus in 27 MS patients with a short disease duration (ч3 years), with or without optic 
neuritis (ON). To our surprise, RNFL thickness correlated negatively with vitamin D 
status in this cohort, in particular in patients without a history of ON. This observation 
might indicate that a high vitamin D status in MS patients without ON is not sufficiently 
protective for axonal damage. We concluded that high dose vitamin D supplementa-
tion trials in MS should also include outcome measures of neurodegeneration such as 
RNFL thickness. In addition, future trials should include functional visual outcome 
measures to exclude a possible lack of effect on ocular functioning.  
 In chapters 7-8 we assessed the association between vitamin D status and depres-
sive symptoms, anxiety, fatigue, and cognition in MS patients. We hypothesized that 
high vitamin D status is associated with less symptoms of depression, anxiety, and 
fatigue and better cognitive performance. In a retrospective study (chapter 7), we 
found a negative correlation between vitamin D status and depression scores. Howev-
er, in a prospective study (chapter 8), we observed this negative association only for 
the highest category of vitamin D (>80 nmol/L). In chapter 8 we further expanded our 
findings by exploring the association between depression, anxiety, fatigue, cognition 
and sun exposure. We observed a negative association between reported sun expo-
sure and scores of fatigue and depression in MS patients. Importantly, this association 
was largely independent of vitamin D status (chapter 8), suggesting an effect of sun 
exposure largely outside the vitamin D pathway. We concluded that vitamin D supple-
mentation trials will have to confirm whether high levels of vitamin D have the capaci-
ty to reduce depressive symptoms in MS. Additionally, vitamin D supplementation 
trials will have to include measures of UVR exposure to explore whether UVR exposure 
has independent beneficial effects. 
 Altogether, in this thesis we further explored the role of vitamin D on immunolog-
ical and clinical outcome measures. Our in vivo studies could not confirm the immune 
modulatory effects of vitamin D on B cells which were previously shown in vitro. How-
ever, as described in chapter 9, increasing evidence suggests a role for B cells in the 
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pathophysiology of MS with consequently more research on B cells in MS, leading to 
new markers, B cell subsets, and B cell functions that might be of interest to explore a 
possible association with vitamin D status in MS. Additionally, we observed interesting 
associations between vitamin D status and clinical outcomes in MS patients. Im-
portantly, we found that in some of these associations, sun exposure was associated 
independently from vitamin D with the clinical outcomes. Over the last year there have 
been some vitamin D supplementation trials in MS patients published. Only one of 
these trials studied, next to the standard clinical outcomes such as relapse rate or 
gadolinium enhancing lesions, clinical outcomes such as fatigue. In this single trial 
there was no association between vitamin D supplementation and less fatigue in MS 
patients. However, these findings need to be confirmed. Therefore, future randomized 
clinical trials will have to investigate the effect of vitamin D to a large scale of MS 
symptoms, to fully explore the clinical effects of vitamin D as a disease modulator in 
MS. Last but not least, it should be excluded that previously observed clinical associa-
tions with vitamin D are not an epiphenomenon of sun exposure. 
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Multiple sclerose (MS) is een ontstekingsziekte van het centrale zenuwstelsel. De ont-
steking tast de myeline schedes rond de axonen in de hersenen en het ruggenmerg 
aan. Hierdoor kunnen de neuronen niet meer goed functioneren, waardoor diverse 
neurologische klachten ontstaan afhankelijk van de locatie van de beschadigde neuro-
nen. Spierzwakte en sensibiliteitsverlies zijn veel voorkomende symptomen. Visus 
klachten, depressieve symptomen, vermoeidheid en cognitieve problemen komen 
echter ook veel voor.  
 
Over het algemeen wordt aangenomen dat MS een T cel gemedieerde ziekte is. Vooral 
CD4+ T cellen lijken een belangrijke rol te spelen. CD4+ T cellen zijn belangrijke cellen 
van het verworven immuun systeem. Zij herkennen eiwit antigenen, zoals bijvoorbeeld 
van een bacterie, welke gepresenteerd worden via MHC klasse II door antigeen pre-
senterende cellen. Wanneer CD4+ T cellen dit antigeen herkennen, kunnen zij differen-
tiëren in verschillende subtypes. Ieder subtype produceert een soort ontstekingsmedi-
ator, cytokines genaamd. Cytokines zijn belangrijk in het verdere proces waarbij het 
pathogeen wordt opgeruimd. Er wordt gedacht dat de CD4+ T cellen in MS patiënten 
lichaamseigen antigenen herkennen, in plaats van pathogeen geassocieerde antige-
nen. Dit resulteert in een ontstekingsreactie tegen het eigen lichaam. Daarom wordt 
MS als een auto-immuun ziekte beschouwd. Normaal wordt een te sterke reactie van 
CD4+ T cellen voorkomen door regulatoire T cellen (Treg). In MS lijken deze Treg echter 
minder goed te werken. Tot op heden is het niet bekend welk antigeen de auto-
immuun reactie veroorzaakt maar mogelijk spelen myeline geassocieerde antigenen 
een rol. Naast de rol van CD4+ T cellen lijkt het erop dat ook B cellen een belangrijke rol 
spelen de pathogenese van MS. B cellen zouden verschillende rollen kunnen hebben. B 
cellen zijn in staat om antilichamen te produceren. Wanneer deze antilichamen reage-
ren op eigen antigenen, zoals bijvoorbeeld de myeline schedes, kunnen zij de ontste-
king en schade verergeren. B cellen hebben ook andere functies, zoals bijvoorbeeld 
antigeen presentatie en cytokine productie. Vrij recent is er een speciale B cel ontdekt, 
de regulatoire B cel (Breg) waarvan gedacht wordt dat deze ook de immuun response 
kan afremmen. Zoals bij de Treg beschreven, is wellicht de functie van Breg ook aan-
gedaan in MS.  
 Alhoewel er al veel onderzoek is gedaan naar onderliggende mechanismes van de 
ziekte, blijft de oorzaak onbekend. Er wordt gedacht dat zowel genetische als omge-
vingsfactoren een rol spelen. Een van de omgevingsfactoren is vitamine D. Meerdere 
studies laten een associatie zien tussen een lage vitamine D status en een verhoogde 
incidentie van MS en een verhoogde activiteit van de ziekte. De immuun modulerende 
rol van vitamine D zou een belangrijke rol kunnen spelen in deze associaties. Eerder 
werk toonde al een correlatie tussen de functie van Treg en vitamine D status in MS 
patiënten. Een lage vitamine D status correleerde met een slechtere functie van Treg. 
Deze observaties hebben geleid tot trials waarin MS patiënten worden behandeld met 
vitamine D supplementen naast de reguliere behandelingen. Het is daarom van belang 
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om interessante uitkomstmaten te herkennen, zodat het effect van vitamine D sup-
plementen nog breder bekeken kan worden. In dit proefschrift wilden wij onderzoeken 
1) of karakteristieken van het B cel compartiment ook geassocieerd zijn met vitamine 
D status in MS, en 2) of klinische ziekte parameters, anders dan ziekte activiteit of 
mate van handicap, geassocieerd zijn met vitamine D status in MS. 
 
In hoofdstuk 2 beschrijven we een literatuurstudie over vitamine D en het verworven 
immuunsysteem. Experimentele studies in vitro en in proefdieren laten zien dat vita-
mine D een essentiële rol speelt als promotor van de homeostase van het verworven 
immuun systeem. De functie van antigeen presenterende cellen verandert onder in-
vloed van vitamine D, wat leidt tot minder T cel proliferatie en meer productie van 
anti-inflammatoire cytokines. Zoals vermeld is eerder beschreven dat de functie van 
Treg negatief correleert met vitamine D status. B cel functies, bijvoorbeeld antilichaam 
productie en cytokine productie, zijn in vitro ook beïnvloed door vitamine D. Er is ech-
ter maar weinig in vivo data over B cellen en vitamine D beschikbaar. Daarnaast is de 
rol van vitamine D op natural killer (NK) T cellen en NK cellen niet helemaal duidelijk. In 
muizen lijkt vitamine D een rol te hebben in de ontwikkeling van NKT cellen en in men-
sen lijkt de functie van NK cellen aangedaan door vitamine D, afhankelijk van welke 
assay gebruikt is. We concluderen dat er data is welke ondersteunen dat vitamine D 
betrokken is in het behouden en herstellen van de immuun homeostase. Het is echter 
belangrijk om te realiseren dat in vivo effecten kunnen verschillen van in vitro effecten 
doordat in vivo er nog een samenspel plaats kan vinden tussen vitamine D gevoelige 
cellen.  
 In hoofdstuk 3 hebben we in een cross-sectionele studie in 15 RRMS patiënten 
onderzocht wat het effect is van 12 weken hoge dosis vitamine D3 suppletie op de 
perifere B cel differentiatie, immuunglobulinen productie en BAFF concentraties. On-
danks een significante stijging in 25-hydroxyvitamine D (25(OH)D), konden we geen 
significante veranderingen aantonen in B cel differentiatie, isotypes of concentraties 
van BAFF in het plasma. Hoewel deze studie enkele tekortkomingen had, zoals bijvoor-
beeld een laag aantal patiënten, concludeerden we dat suppletie met hoge doses vi-
tamine D3 geen groot effect heeft op de B cel differentiatie in het bloed.  
 Net zoals T cellen, kunnen B cellen ook verschillende cytokines produceren. Ge-
heugen B cellen produceren meer de pro-inflammatoire cytokines, terwijl naïeve B 
cellen meer anti-inflammatoire cytokines produceren. Daarnaast wordt de Breg gety-
peerd door de productie van IL-10. In hoofdstuk 4 hebben we eerst B cel subsets in het 
bloed, inclusief Breg, bekeken in RRMS patiënten tijdens actieve ziekte en tijdens 
remmissie van de ziekte en vergeleken met dat van gezonde controles. Omdat er ge-
dacht wordt dat de naïeve en geheugen Breg subset ieder een eigen rol hebben in 
auto-immuunziekten, hebben we een onderscheid gemaakt tussen deze twee Breg 
subsets. In RRMS patiënten vonden we een verlaagd percentage geheugen B cellen en 
Breg vergeleken met gezonde controles. Het percentage naïeve Breg was vooral ver-
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laagd in RRMS patiënten gedurende een relapse. In hoofdstuk 4 hebben we ook de 
associatie tussen B cel subsets en vitamine D status bestudeerd. Er was geen correlatie 
tussen vitamine D status en B cel subsets, inclusief Breg. Dit wil niet zeggen dat er geen 
effect van vitamine D op B cellen, wij denken dat de functie, in plaats van relatieve 
aantallen, aangedaan kan zijn.  
 In hoofdstuk 5 switchen we van immunologische uitkomstmaten naar klinische 
uitkomstmaten. We beschrijven een literatuurstudie over vitamine D en klinische 
uitkomsten. We onderzoeken het bewijsmateriaal dat vitamine D een rol speelt in MS 
en of vitamine D suppletie effectief is als behandeling van MS. Observationele studies 
suggereren dat een hogere vitamine D status geassocieerd is met een lager risico op 
relapses. Daarnaast is er veelbelovend bewijs dat vitamine D effect heeft op MRI uit-
komstmaten, ziekteprogressie, geestelijke gezondheid en vermoeidheid. We conclu-
deren echter dat er op dit moment nog niet genoeg bewijsmateriaal is van 
gerandomiseerde gecontroleerde trials om vitamine D suppletie aan te bevelen als een 
behandelingsoptie om bovenstaande uitkomstmaten te verbeteren. Maar er is wel 
genoeg bewijs om vitamine D en calcium status te corrigeren om de bot gezondheid te 
optimaliseren in MS patiënten die een hoog risico hebben op bot fracturen.  
 Om de effecten van vitamine D op klinische uitkomstmaten breder te onder-
zoeken, zijn we in hoofdstuk 6 gestart met het onderzoeken van een correlatie tussen 
vitamine D status en visus klachten. Naast visus, kleurenzien en visual evoked potenti-
als (VEP), werd ook de dikte van de retinale zenuwvezel laag (RNFL) gemeten met opti-
cal coherence tomografie (OCT). Een afname van de dikte van de RNFL kan beschouwd 
worden als neurodegeneratie. We konden geen correlatie aantonen in 27 MS patiën-
ten met een korte ziekteduur (ч 3 jaar), met of zonder neuritis optica (NO), tussen 
visuele uitkomstmaten en vitamine D status. Tegen onze verwachting in vonden we in 
dit cohort een negatieve correlatie tussen de dikte van RNFL en vitamine D status. Dit 
zou kunnen betekenen dat in MS patiënten zonder doorgemaakte NO een hoge vita-
mine D status niet voldoende beschermd tegen axonale schade. We concludeerden dat 
de vitamine D suppletie trials in MS ook uitkomstmaten zouden moeten includeren 
welke neurodegeneratie meten, zoals bijvoorbeeld de dikte van de RNFL. Het is ook 
aanbevolen om visuele uitkomstmaten mee te nemen om daadwerkelijk te bevestigen 
dat er geen effect is op oogheelkundige uitkomstmaten.  
 In hoofdstuk 7-8 hebben we in MS patiënten de associatie tussen vitamine D 
status en depressieve symptomen, angst, vermoeidheid, en cognitieve functie 
onderzocht. We hadden de hypothese dat vitamine D status negatief correleerde met 
symptomen van depressie, angst, vermoeidheid en cognitief functioneren. In een 
retrospectieve studie (hoofdstuk 7), vonden we een negatieve correlatie tussen vita-
mine D status en depressie scores. In een prospectieve studie (hoofdstuk 8) vonden 
we deze negatieve associatie alleen in patiënten met de hoogste categorie vitamine D 
(>80 nmol/L). In hoofdstuk 8 breidden we onze bevindingen uit door ook de associatie 
tussen depressie, angst, vermoeidheid, cognitie en zonblootstelling te onderzoeken. 
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We observeerden een negatieve associatie tussen gerapporteerde zonblootstelling en 
depressie scores in MS patiënten. Deze associatie was bovendien grotendeels 
onafhankelijk van vitamine D status (hoofdstuk 8), wat suggereert dat zon blootstelling 
een effect heeft op depressie buiten vitamine D om. We concludeerden dat vitamine D 
suppletie trials zullen moeten bevestigen of een hoge vitamine D status de capaciteit 
heeft om depressieve symptomen te verminderen in MS. Daarnaast zouden vitamine D 
suppletie trials uitkomstmaten van zonblootstelling moeten includeren om te 
onderzoeken of zonblootstelling nog onafhankelijke voordelige effecten heeft.  
 Al met al hebben we in dit proefschrift verder de rol van vitamine D op immunolo-
gische en klinische uitkomstmaten verkend. Onze in vivo studies konden de immuun 
modulerende effecten van vitamine D op B cellen voorheen gevonden in de in vitro 
studies niet bevestigen. Echter, zoals beschreven in hoofdstuk 9, groeit het bewijs dat 
B cellen betrokken zijn in de pathofysiologie van MS met consequent meer onderzoek 
naar B cellen in MS. Deze onderzoeken leiden tot nieuwe markers, B cel subsets en B 
cel functies, welke weer interessant zijn om te onderzoeken of zij geassocieerd zijn 
met vitamine D in MS. Daarnaast hebben we interessante associaties gevonden tussen 
vitamine D status en klinische uitkomstmaten in MS patiënten. We vonden dat in enke-
le van deze associaties zonblootstelling onafhankelijk van vitamine D geassocieerd was 
met de klinische uitkomstmaten. De laatste jaren zijn er enkele vitamine D suppletie 
studies in MS patiënten gepubliceerd. Slecht één van deze studies heeft, naast de 
standaard klinische uitkomstmaten zoals aantal relapses of gadolinium aangekleurde 
laesies, klinische uitkomsten zoals vermoeidheid geïncludeerd. In deze trial werd er 
geen associatie gevonden tussen vitamine D suppletie en minder moeheid in MS pati-
enten. Deze bevindingen moeten echter nog wel bevestigd worden. Het is daarom van 
belang dat toekomstige gerandomiseerde klinische trials het effect van vitamine D op 
een grotere schaal van MS symptomen onderzoeken, om de klinische effecten van 
vitamine D als een ziekte modulator volledig in beeld te brengen. Tot slot, het moet 
uitgesloten worden dat de associaties die voorheen gevonden zijn tussen vitamine D 
status en klinische uitkomstmaten niet een epi fenomeen zijn van zonblootstelling.  
  
